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The Inhibitory Effect of Iron-overload on the Chemically-induced Hepatocarcinogenesis 
in Rats. 

Hiroto YAMASHITA, Fusae Irpa, Miwako Isr, Masachika SENBA and Hideyo ITAkURA 
(Department of Pathology, Institute for Tropical Medicine, Nagasaki University) 


Abstract : Effects of iron-overload on the chemically-induced carcinogenesis of the rat 
liver were studied. The rats were given 2% of ferric amonium citrate in drinking water 
for 3 weeks, usual drinking water for 1 week and then 50 ppm diethylnitrosamine. The 
rats of the control group were given usual drinking water for 4 weeks and then 50 ppm 
diethyInitrosamine. Each paired group composed of treated rats and control rats given 
diethylnitrosamine for the same period was sacrificed simultaneously at the different expe- 
rimental periods. The hepatoma nodules and the size of each nodule were examined. Then 
the histopathological study of the liver was done. The comparison of the development of 
the hepatoma, estimated by the number and sizes of the nodules, were made in each 
paired group. Although 16 paired groups were tested, the comparison could be made only 
in 10 pairs. Nine pairs showed more developed hepatoma nodules in the control group 
than in the treated group and one pair showed the reversed result. Sign test was done and 
the calculated probability of the observed result was 0.0107. This result suggests that iron- 
overload inhibits the carcinogenicity of diethylnitrosamine in rats. 

Tropical Medicine, 22(3), 173—180, October, 1980 


et al., 


Uo. 


は CO に 


こら 


1953) と が あり まだ 明確 な 結論 は 出 て いな 
また 人 の 特殊 な 肝硬変 症 で ある へ モク ロマ トー 


我々 は 東 ア フリ カ ・ ケ ニア 国 に お いて 種々 の 調査 
を 行い , この 国 が 肝 間 の 多発 地帯 で あり B 弄 肝炎 ウ 
ADVASPISUERPUROmESEHEC5ASL-L, また 
肝 鉄 沈着 症 が 高 率 に 存在 する こと を 報告 し て きた 
(長崎 大 学 熱帯 医学 研究 所 病理 学部 門 , 1980). この 
鉄 沈着 症 が 肝 に 与え る 影響 , 特に その fibrogenetic 
effect こつ いて は , それ を 月 定 す る 報告 CBothwell 
and Bradlow, 1960) と 否定 する 報告 て Higginson 


シス ( 肝 便 変 症 十 鉄 沈着 症 ) で は 一 般 の 肝硬変 症 に 
くら べ て 肝 冶 の 合併 率 が 高い (Warren and Drake, 
1950) D THL 肝 発 冶 因 子 の 一 つと 考え られ て い 
る . し か し 動物 実験 (Dunn, 1976, Yamamoto et 
1971) や 臨床 的 観察 (Jacobs, 1979) で は 鉄 
の 肝 発 癌 性 に 対 し て 否定 的 な 報告 が 多い . 本 研究 で 
は , これ ら 鉄 が 肝 に 与え る 種々 の 影響 の うち で 発癌 
に 対す る 影響 に 注目 し 鉄 負 荷 が 化学 発癌 に 対し 如何 


al., 
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な る 影響 を 及ぼ すか を 調べ た . そし て 鉄 負荷 が 化学 材料 と 方 法 
発 痛 に 対 し な し ろ 抑 制 的 に 作用 する 結果 を 得 た の で 動物 : 体重 150g 前 後 の ウ ィ ス ター 系 の オス ラッ 
ここ に 報告 する . ト を 用 いた . 飼料 に は オリ エン タル 社 製 ラ ッ ト 用 固 


Table 1. Number and size of cancer nodules observed in the rat treated with 
295 iron and 50 ppm DEN 


Experimental Duration of DEN No. of cancer Size of the each nodule 
o. treatment (weeks) nodules (mm in diameter) 
N— 111 4 0 
N 一 112 4 0 
N —113 4 0 
N-—121 8 0 
N— 122 8 0 
N— 123 8 0 
N 一 131 12 0 
N — 132 12 0 
N —133 12 0 
N-—141 16 0 
N —142 16 0 
N—143 16 0 
N 一 151 18 0 
N 一 152 18 0 
N —153 18 1 2 
N 一 161 20 2 2.472 
N —162 20 1 3 
N —163 20 3 2, 2 
N 一 171 22 3 55 2572 
N 一 172 22 0 
N— 181 18 0 
N— 182 18 0 
N —191 19 0 
N —192 19 0 
N —1101 20 0 
N —1102 20 0 
N-1111 21 0 
N 一 1112 21 0 
N —1121 22 0 
N 一 1122 22 0 
N— 1131 23 6 10, 8, 5, 3, 2, 1 
N —1132 died at 18 weeks of the DEN 

treatment after begining 
N—1141 24 0 
N —1142 24 0 
iN —1151 25 0 
N 一 1152 25 0 
N —1161 26 5 20, 15, 10, 5, 5 
N —1162 26 3 6, 1, 1 
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型 飼料 を 使用 し た . 実験 方 法 : ラッ ト を 2 多 ク エン 酸 鉄 含有 飲料 水 に 
薬物 : クエン 酸 鉄 ア ン モニ ウム (石津 ) と ジェ チ て 3 週間 飼育 し , 1 週間 水道 水 に て 飼育 し , つぎ に 
ル ニ ト ロサ ミン (DEN) (東京 化成 ) を 用 いた 50ppm の DEN 含有 水 に て 飼育 し た も の を 実験 群 


Table 2. Number and size of cancer nodules observed in the rat liver treated 
with 50 ppm DEN 


Experimental Duration of DEN No. of cancer Size of the each nodules 
No. treatment (weeks) nodules (mm in diameter) 

N—211 4 0 

N 一 212 4 0 

N —213 4 0 

N-—221 8 0 

N — 222 8 0 

N —223 8 0 

N 一 231 12 0 

N —232 12 0 

N — 233 12 0 

N 一 241 16 1 4 

N —242 16 0 

N —243 16 3 2,2,2 

N—251 18 0 

N 一 252 18 2 9, 9 

N 一 253 18 1 3 

N 一 261 20 1 13 

N — 262 20 3 Spa uu) 

N — 263 20 1 2 

N 一 271 22 1 5 

N 一 272 22 7 Oy du 35$ 2 

N — 281 18 0 

N — 282 18 0 

N 一 291 19 0 

N 一 292 19 0 

N 一 2101 20 0 

N 一 2102 20 2 I 

N—2111 21 0 

N 一 2112 21 0 

N —2121 22 0 

N —2122 22 1 15 

N 一 2131 23 1 2 

N —2132 23 0 

N —2141 24 1 2 

N —2142 24 H 3 

N —2151 25 2 40, 20 

N —2152 25 1 2 

N — 2161 26 7 28, 20, 15, 10, 10, 10, 10 
4 


N —2162 26 
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と し た . RPh 4 週間 水道 水 に て 飼育 し 5 週間 目 
か ら 実 験 群 と 同様 に 50ppm の DEN 含有 水 を 与え 
た . つぎ に Table 1, Table 2 に 示す 間隔 で 動物 を 
層 殺 し た . 同一 時 期 に 層 殺 し た 実験 群 と 対照 群 を 対 
と し て 観察 し た . すなわち 居 殺 され た 個々 の ラッ ト 
の 肝 に お ける 結節 の 個数 , 及び その 結節 の 大 き さ を 
調べ , 各 対 間 に て , 実験 群 と 対照 群 と に つい て 冶 の 
発育 生成 度 を 比較 Lic. つぎ に 肝 の 病理 組織 標本 を 
作成 し 組織 像 を 調べ た . 


結 果 


Table 1 に 2 多 鉄 と 50ppm の DEN で 飼育 され 
た 実験 群 の ラッ ト の 肝 に 生じ た 癌 結節 の 数 と 個々 の 
結節 の 大 き さ を , Table 2 に 50ppm DEN ART 
飼育 され た 対照 群 ラ ッ ト の 肝 の 閣 結 館 の 数 と 個々 の 
結 館 の 大 き さ を 示し た . 代表 的 な 抑 結 節 の 肉眼 像 を 
Fig. 1~Fig. 4 ic, XCHüfg Fig. 5—Fig. 7 に 
示 し て ある . 靖 結 節 以外 に も 約 Imm OF Ae 
の 病変 や 白斑 , 血腫 の 形成 等 が か み ら れ た . LAL, 


これ ら の 病変 は 癌 で は な い の で 考慮 に 入れ て いな 
い . また 組織 学 的 に は 癌 か 非 冶 か の 判別 が むず か し 
い 組 織 も ある の で 肉眼 的 と は っ きり と し た 結節 を 形 
成 し 組 織 学 的 に 癌 と 確認 さき れ た も の の み を 取り あげ 
た . また 癌 組織 の 構造 異形 , 細胞 異形 か ら み た 悪性 
度 の 差 は 無視 した. 閣 結 人 節 が 最初 に 見 出さ れる の は 
実験 群 で は DEN 投与 開始 後 18 週 目 で あり 3 匹 中 
の 一 匹 に みとめ られ る の に 対し 対照 群 で は DENK 
与 開 始 後 16 週 目 で あり 3 匹 中 2 匹 に みとめ られ 対照 
群 の 方 が 早く 発癌 し て いる . つぎ に 同一 時 期 に 層 殺 
され た 実験 群 と 対照 群 の ラッ ト 肝 癌 の 進行 度 を 比較 
Lie. 癌 結節 が 肝 を 占め る 割合 が 大 きい も の ほど 冶 
が 早く 進行 し て いる も の と し た . Table 3 に その 結 
果 を 示す . 16 組 の 対 の う も 6 組 は 判定 不能 で あっ 
た . 判定 可能 で あっ た 残り 10 組 の うち 9 組 は 対照 
BED ADS 韻 の 進行 度 が 早く , 残り 1 組 は 逆 の 結果 
を 示し た . この 結果 に 基づい て 符号 検定 を 行う と 
Pg(S,29) —Pn(S,E1) =0.0107 72), 実験 群 
と 対照 群 の 間 に は , 癌 の 進行 度 に お いて 有意 の 差 が 


Fig. 1. Macroscopic appearance of livers of 
one experimental— group —rats. In this 
group only one nodule seen in Fig. 3 
was counted as the cancer nodule. 


Fig. 2. Macroscopic appearance of the rat 
liver of the control group paired with 
the group seen in Fig. 1. In this 
group, 3 nodules were counted as the 
cancer nodules. 
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Fig. 4. Cross section of the liver lobe having 
the largest nodules in this control 


group. 


Fig. 3. Cross section of the liver lobe having 
the largest nodules in this experimental 


group. 


Microscopic appearance of the cancer nodules seen in Fig. 3. 
Hepatocellular carcinoma is seen in the right side of this picture. 
Slightly unclear distinction between carcinoma tissue and normal 


tissue. x200, H. E. stain. 


Fig. 5. 
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Fig. 6. Microscopic appearance of the cancer nodule in Fig. 4. Hepato- 
celluar carcinoma occupies right side of this picture. Clear 
distinction between carcinoma tissue and normal tissue. 


x100. H. E. stain. 


Fig. 7. Reticulin stain. reveal clear 一 cut distinction between carcinoma 
tissue and normal tissue. x200, Reticulin stain. 


あり , 実験 群 の 方 が 癌 の 進行 が 遅れ て お り , し た が 
っ て 鉄 負 荷 が 発癌 に 抑制 的 た に 作 用 する も の と 考え ら 
dA. 


考 案 


鉄 は tissue culture に お いて C MESHED ある 
こと (Richmond, 1961) , その 作用 は chemical 
carcinogen 類似 し て いる こと (Vasiliev and 
Guelstein, 1963), ラッ ト の 皮下 に 肉腫 を 形成 する 
こと が 報告 され て いる . (Richmond, 1959). また 


犬 を 用 いて の 実験 で 鉄 の 大 量 長 期 投 与 に よっ て 人 の 
へ モク ロマ トー シス に 類似 し た 病変 を 生じ させ た と 
の 報告 も ある (Lisboa, 1971). Jacobs (1977) は 
頻 回 の 輪 血 で 鉄 が 大 量 に 負荷 され た 患者 に 肝癌 が 発 
生 し た 報告 か な いと 述べ , また へ モク ロマ トー シス 
の 愚者 か ら 治療 に よっ て 鉄 を 抜き 取っ て も , 肝癌 の 
発生 率 は , 未 治療 の 患者 の 肝 瓶 発生 率 と 有意 の 差 が 
な く (Powell, 1970), また は むし ろ 高 い (Bomford 
and Williams, 1966). これ ら の こと か ら 鉄 その も 
の に は 肝 発 韻 人 性 は な いと 考え られ る . 


Table 3. Comparison of the development of 
cancer nodules in each group 
between controls (DEN only) and 
treated Oron and DEN) 


Paired groups Dissetioh of. 


treated. control”! ^ difference*? Sign 
N-1 and N—21 N-—11 =N—21 0 
N-12 and N—22 N-—12 =N—22 0 
N—13 and N 一 23 N—13 =N—23 0 
N—14 and N—24  N—14 «N—24 + 
N-—15 and NR 一 25 N-—15 «N-25 + 
N—16 and N—26 N—16 <N—26 zI 
N—17 and N—27 N-17 «N-27 + 
N—18 and N—28 N-—18 =N—28 0 
Nー19 and N 一 29 N—19 =N—29 0 
N—110 and N—210 N—110N-210 + 
N-—11land N 一 211 N-111-N-211 0 
N-—112 and N 一 212 N—112« N —212 ES 
N-113 and N—213 N-1132N-213 — 
N—114 and N—214 N—114«N-—214 + 
NR 一 115 and N~215 N—115«N-215 + 
N—116 and N —216 NAU s T 


*! Rats of paired groups were treate with DEN 
for the same period and sacrificed at the 
same day. 

*? Comparison of cancer development was based 
on the number and size of cancer nodules 
observed in each group. 


Willson (1977) は 鉄 が free-radical 反応 を 触媒 
し , その 反応 が 癌 原 性 物質 を 活性 化す る と 述べ 鉄 が 
co-carcinogen と し て 作用 する 可能 性 を 示唆 し た 
Dunn (1967) は ethionine と 鉄 負荷 併用 群 と 
ethionine 単独 投与 群 と の 比較 に お いて 肝癌 の 発生 
率 に 有意 の 差 が な い 事 を 報告 した. Yamamoto ら 

(1971) は 肝 に 急速 に 鉄 沈着 症 を 起す 8-Hydroxy- 
ipa を N-2-fluorenylacetamide と 併用 投与 

と 肝 冶 の 発生 率 が N-2-fluorenylacetamide 
eee りゃ も 低く な る こと を 報告 し 鉄 負荷 が 発 
洛 過 程 に 抑制 的 に 働く と 述べ て いる . 本 実験 で も ク 
エン 酸 鉄 アン モニ ウム 投与 後 , 肝 細 胞 な ら び に ク 
パー 細胞 内 に 鉄 が 沈着 し て いる こと を 確認 し て お り 
鉄 負荷 が 発癌 過程 に 抑制 的 に 作用 し て いる と 考え ら 
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NA. この 結果 は へ モク ロマ トー ンス で は 他 の 肝 硬 
変 よ り も 発光 率 が 商い (Warren and Drake, 1950, 
Shikata et al, 1977) と いう 5 報告 と 矛盾 し て いる よ 
こ 思 われ る . し か し 原因 別 か らち みた 肝硬変 症 で は 
a (Purtilo et al, 1973) や 肝炎 性 肝 硬 
Zr (Shikata et al., 1977) の 方 が , へ モク ロー 
トー シス ェ より も FARO 合併 率 が 高い . MacSween 
adde nee e et in 
男性 で ある (MacDonald and Mallory, 1960) と こ 
ろか ら , 肝硬変 串 者 の 男性 の 肝癌 発生 率 と へ モク ロ 
マト ー ン シス の 患者 の 肝 冶 発生 率 と を 比較 し た と ころ 
両者 に 有意 の 差 は みとめ られ な か っ た と 報告 し て い 
る . 肝癌 を 合併 し た へ モク ロマ トー シス 叫 者 の 衣 検 
年 令 は Warren and Drake (1950) に よれ ば , X 
若年 者 で 59 才 , 最高 令 者 で 79 才 , 平均 65.5 才 で あり 
日 本 で の 肝癌 を 合併 し た 肝硬変 患者 の 恒 検 年 令 が 40 
才 台 か ら OF BK DIST ピー ク に 達する (松下 , 
1970 こと と 比べ る と , へ モク ロマ トー シス で は 閣 
の 発育 が か な り 遅 れる も の と 考え られ る . これ も 鉄 
沈着 が 発癌 に 抑制 的 に 作用 する 為 で ある と 思わ れる . 
鉄 負 荷 が 肝 発 癌 を 抑制 する 機構 は 不明 で ある . し 
か し , 肝 鉄 沈着 症 と 肝癌 の 合併 例 で は 鉄 は 組織 学 的 
に 正常 の 組織 に 認め られ る が, 冶 結 節 な ら び に 前 
換 結 節 に は 染め 出さ れ な い こと が 知ら れ て いる 
(Williams and Yamamoto, 1972). また 肝癌 患者 
で は 血 中 に ferritin (AREA) が 増加 する こと も 
知ら れ て いる CABS, 1976) . 肝 冶 細胞 が 鉄 を 取 
り 込む こと は すでに 報告 し て ある (Yamashita, 
1979), し た が っ て 冶 細 胞 は 正常 細胞 に 比べ て 比較 
的 容易 に 鉄 を 細胞 外 へ と 放出 する も の と 考え られ 
5. 鉄 は 細胞 内 で は Fe の 形 で 存在 し Fe の 形 
で 細胞 外 べ へ 放出 きれ る (Underwood, 1975). 鉄 が 
電子 を 一 個 受 け 取 っ て 細胞 外 へ 放出 され る こと が 
発癌 の 抑制 と 関係 が ある の か も 知れ な い (Szent- 
Gyorgyi, 1979). 我々 は 鉄 が 前 冶 結 節 に お いて も ゃ 染 
め 出 きれ な いこ と か ら , その 機構 は 不明 で ある が , 
鉄 の 存在 自体 が 発癌 を 抑制 する $ の と 考え て いる . 
すなわち 鉄 を 負荷 され た 細胞 が 癌 化す る 為 に は , ま 
ず 鉄 を 細胞 外 に 排出 する こと か 必要 で あり , し た が 
っ て , それ だ け 発 瘍 が お くれ る の で は な いか と 考え 
て いる . 
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